Zastosowanie perfluorozwiazkéw do ekstrakcji metabolitéw roslinnych

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie perfluorozwigzkéw do ekstrakcji in sifu
roslinnych metabolitéw 1 ich pochodnych zhodowli biomasy roslinnej prowadzonej
w warunkach in vitro.

Ekstrakcja in situ stosowana jest w celu usuwania nagromadzonego w medium
hodowlanym produktu (lub produktéw) metabolizmu komodrek. Bezposrednie usuwanie
metabolitow w trakcie prowadzenia hodowli wymaga zastosowania jako ekstrahentoéw
inertnych zwigzkow chemicznych, ktére nie powoduja zmian patologicznych w fizjologii oraz
morfologii hodowanych komérek, tkanek, organdéw roslinnych czy tez catych roslin. Znane sa
techniki ekstrakcji in sifu pozwalajace na odbior metabolitow z hodowli roslinnych
prowadzonych w warunkach in vifro wykorzystujace jako ekstrahenty: n-heksadekan, frakcje
ciektej parafiny (tzw. lekka i ciezka parafine), jak 1 techniki adsorpcji in situ wykorzystujace
do tego celu zywice XAD™.

I tak na przyktad w publikacji Prakash, G., & Srivastava, A. K. (2011). (Integrated yield
and productivity enhancement strategy for biotechnological production of Azadirachtin by
suspension culture of Azadirachta indica. Asia-Pacific Journal of Chemical Engineering, (6),
129-137) zaproponowano ekstrakcje in situ azadirachtyny heksadekanem uzytym w ilosci od
2 do 5% objetosci medium hodowlanego, co wplyneto pozytywnie na zewnatrzkomorkowe
wydzielanie azadirachtyny bez hamowania szybkos$ci wzrostu komorek. Laczne zastosowanie
heksadekanu 1 surfaktantu Pluronic F-68 pozwolilo na zwigkszenie stopnia ekstrakeji,
w wyniku czego osiaggnieto 2-krotny wzrost wydajnosci wytwarzania antrachinonéw (Bassetti
& Tramper, (1995). Increased anthraquinone production by Morinda citrifolia in a two-phase
system with Pluronic F-68. Enzyme and Microbial Technology, 17, 353-358.). Z kolei
w kulturze zawiesinowe] Lithospermum erythrorhizon (Boraginaceae — szorstkolistne)
zastosowano elicytor grzybowy oraz ekstrakcje in situ n-heksadekanem. W rezultacie
uzyskano 24-krotne zwigkszenie wydajnosci wytwarzania szikoniny (Kim & Chang, (1990).
Lithospermum erythrorhizon, /2(6), 443—446). Heksadekan byt takze stosowany do ekstrakcji
in situ podczas hodowli zawiesiny komorek Arnebia euchroma (Boraginaceae —
szorstkolistne) w polaczeniu z elicytorem grzybowym. Uzyskano ponad 6-krotnie zwiekszong
wydajnos¢ wytwarzania szikoniny (Fu, X.-Q. & Lu, D.-W. (1999). Stimulation of shikonin
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Arnebia  euchroma.  Enzyme and  Microbial — Technology, 24(5-6), 243-246.
doi:10.1016/S0141-0229(98)00104-5). W hodowli zawiesinowe] Arnebia euchroma
stosowano takze ekstrakcje in situ parafing lekka 1 cigzka wraz z manipulacja skladem
pozywki, dzigki czemu uzyskano ponad 72% 1 49% zwigkszone wytwarzanie szikoniny przy
zastosowaniu odpowiednio cigzkiej 1 lekkiej parafiny przy zahamowaniu przyrostu biomasy
(Kumar, R., Sharma, N., Malik, S., Bhushan, S. & Sharma, U. K. (2011). Cell suspension
culture of Arnebia euchroma (Royle) Johnston — a potential source of naphthoquinone
pigments. Journal of Medicinal Plants, 5(25), 6048—-6054).

Do ekstrakeji in situ w hodowlach zawiesinowych Taxus chinensis (Taxaceae — cisowate)
stosowano ester dibutylowy kwasu ftalowego, kwas oleinowy, terpineol (Zhang, C. & Xu, H.
(2001). Improved paclitaxel production by in situ extraction and elicitation in cell suspension
cultures of Taxus chinensis. Biotechnology Letters, 23, 189-193), a w przypadku hodowli
zawiesiny komorek Taxus bacata: alkohol laurylowy, oktadekan lub trikaprylin (Yamamoto,
S., Ogawa, K., Hayashi, S. & Furasaki, S. (2007). Effect of increased volume fraction of
organic solvents on callus growth and taxol production in simultaneous suspension callus
culture of Taxus baccata and in situ extraction. Solvent Extraction Research and
Development, Japan, 14, T1-77).

Zwiazki organiczne dotychczas stosowane do ekstrakcji in sifu metabolitow wtornych w
roslinnych hodowlach in vitro wykazuja jednak pewne dziatanie toksyczne na komorki
roslinne oraz nie wptywaja na przyspieszenie przyrostu biomasy w wystarczajagcym stopniu,
co prowadzi do zmniejszenia wydajnosci tych hodowli. Réwniez same metabolity wtorne
gromadzace si¢ w podtozu hodowlanym czegsto dziataja toksycznie na komorki roslinne, stad
ich jednoczesne z wytwarzaniem metabolitu usuwanie z uktadu hodowlanego jest korzystne
dla produktywnosci hodowli komérkowych, np. gromadzacy si¢ w podlozu paklitaksel
wywotywal apoptoz¢ komorek w zawiesinie 7. cuspidata (Kim et al., 2005). Istnieje zatem
nieustajgca potrzeba poszukiwania nowych, bardziej korzystnych zwiazkéw przydatnych dla
ekstrakcji metabolitow.

Z przedstawionego stanu techniki wynika, ze do ekstrakcji in situ roslinnych metabolitow
wtérnych 1 ich pochodnych z hodowli roslinnego materiatu biologicznego prowadzone] w
warunkach in vifro nie byly dotychczas stosowane ciekle perfluorowane pochodne
weglowodorow (synonimy: perfluorozwiazki, perfluoroweglowodory, perfluoroalkany,; ang.
perfluorochemicals, perfluorocarbons; PFC).

Ciekte perfluorozwiazki to syntetyczne pochodne alifatycznych Iub cyklicznych
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podstawnikami fluorkowymi. Wysycenie szkieletu weglowego podstawnikami fluorkowymi
skutkuje szeregiem znaczacych zmian w strukturze chemicznej oraz wlasnosciach
fizykochemicznych perfluorozwigzkow w porownaniu do ich weglowodorowych analogéw.
Unikalne wihasciwosci perfluorozwigzkow sg powodem zwiekszajacego si¢ zainteresowania
naukowego ta grupa zwigzkéw organicznych, ktore obejmuje rézne dziedziny nauk
biomedycznych, bioinzynierskich 1 biotechnologicznych (Lowe C. K. (2002)
Perfluorochemical respiratory gas carriers: benefits to cell culture systems. Journal of
Fluorine Chemistry, 118, 19-26.; Pilarek M. & Szewczyk K. W. (2005).

Ciekle perfluorozwiazki charakteryzuja si¢ okolo 1,8-2,0-krotnie wyzsza gestoscia w
odniesieniu zaréwno do wody, jak 1 do ich weglowodorowych analogow, z ktorych zostaly
zsyntetyzowane. Wykazuja jednoczesng hydro- i lipofobowos¢. Powoduje to, ze w uktadach
wielofazowych perfluorozwigzki nie mieszajg sie zwoda, ani z faza organiczng, tworzac
osobna faze zwang faza perfluorowana. Tym samym ciekle perfluorozwiazki nie wykazuja
mieszalnosci z mediami hodowlanymi i pozywkami. Kolejng cechg perfluorozwiazkéw jest
ich wysoka stabilno$¢ termiczna, chemiczna i biologiczna. Cecha ta wynika z wigksze]
energii wigzania wegiel-fluor niz analogicznego wigzania wegiel-woddér wystepujacego
w weglowodorach. Inertno$¢ biologiczna 1 chemiczna wynika réwniez ze sztywnosci
fancucha weglowego, ktory w perfluorozwiagzkach otoczony jest chmurg elektronowa
pochodzaca od  podstawnikéw  fluorkowych.  Inne  charakterystyczne  cechy
perfluoropochodnych to niska lepkos¢, stabe oddziatywania miedzyczasteczkowe oraz niskie
temperatury wrzenia i topnienia. Z inzynierskiego punktu widzenia, szczegolnie interesujaca
wlasnoscig ciektych perfluorozwigzkow jest wysoka rozpuszczalno$¢ gazéw (w tym gazdw
oddechowych, czyli O, 1 CO,), dzigki czemu mogag one by¢ wykorzystywane jako wydajne
ciekte nosniki gazow (Lowe, 2002). Rozpuszczalnos¢ tlenu w PFC jest okolo 20-krotnie
wyzsza niz w wodzie 1 nie zalezy od temperatury. Liczne prace doswiadczalne oraz badania
kliniczne potwierdzaja brak toksycznego wptywu PFC na zywe komorki (Lowe, 2002; Pilarek
M. & Szewczyk K. W. (2008) Effects of perfluorinated oxygen carrier application in yeast,
fungi and plant cell suspension cultures. Biochemical Engineering Journal, 41, 38-42.; Riess
JG (2006) Perfluorocarbon-based oxygen delivery. Artificial Cells, Blood Substitutes and
Biotechnology. 34, 2006, 567-580.; M. Pilarek, J. Glazyrina, P. Neubauer, Enhanced growth
and recombinant protein production of Lscherichia coli by a perfluorinated oxygen carrier in
miniaturized fed-batch cultures, Microb. Cell Fact. 10 (2011) 50; Pilarek M., Brand E., Hillig
F., Krause M., Neubauer P. Enhanced plasmid production in miniaturized high-cell-density
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Biosystems Engineering. 2012). Przyktadami cieklych perfluorozwiazkéw stosowanych
w biotechnologii  roslin sg: perfluorodekalina, perfluorotributyloamina, perfluoro-N-
metyloizochinolina, perfluoro-N-cykloheksylopiperydyna, 1-bromo-perfluorooktan
(Perflubron®), bis(perfluorobutylo)eten.

Typowa bioprocesowa 1 biotechnologiczng aplikacja cieklych perfluorozwigzkéw jest ich
wykorzystanie do intensyfikacji transportu gazéw oddechowych w ukladach hodowli
komorek prowadzonych w warunkach in vitro. Zastosowanie cieklych perfluorozwiazkow jest
metoda alternatywng wobec tradycyjnych metod barbotazowego napowietrzania hodowli
wgtebnych faza gazowa. Wigksze nasycenie tlenem medium hodowlanego skutkuje
intensywnym przyrostem biomasy oraz zwigkszona produkcja okreslonych metabolitow
komorkowych (Pilarek & Szewczyk, 2005). Nasycone tlenem perfluorozwiazki wykorzystano
m. in. do natleniania hodowli wgtebnych komorek roslinnych, tkanki kalusowej, hodowli
protoplastéw roslinnych, kultur korzeni wlosnikowych.

Zgodnie z wynalazkiem ciekle perfluorozwiazki stosuje si¢ w charakterze medium do
ekstrakcji.

Istota wynalazku jest zastosowanie cieklych perfluorowanych pochodnych
weglowodorow jako medium do ekstrakcji in situ roslinnych metabolitéw wtornych i ich
pochodnych w uktadach hodowli in vitro materialu biologicznego pochodzenia roslinnego.

Korzystnie stosuje si¢ perfluorozwigzki wybrane sposrod: perfluorodekaliny,
perfluorotributyloaminy, perfluoro-N-metyloizochinoliny, perfluoro-N-
cykloheksylopiperydyny, 1-bromo-perfluorooktanu, bis(perfluorobutylo)etenu.

Perfluorozwiazki w zastosowaniu wedtug wynalazku stosuje si¢ korzystnie w ilosciach
od 20% do 60% v/v medium hodowlane/perfluorozwiazek.

Perfluorozwiazki korzystnie stosuje sie do ekstrakcji in siftu w hodowli zawiesinowe;j
komorek Arnebia euchroma; komorek, tkanek 1 organow rdéznych gatunkow z rodzaju 7axus
(w tym paklitakselu); do ekstrakcji in situ metabolitéw takich jak katarantyna, ajmalicyna,
johimbina i serpentyna w hodowli korzeni transgenicznych oraz hodowli zawiesinowe;j
komorek barwinka rézowego (Catharanthus roseus), do ekstrakcji in situ szikoniny 1 jej
pochodnych w hodowli zawiesinowe] Arnebia euchroma, Lithospermum canescens, do
ekstrakcji in situ kampotecyny 1 jej pochodnych w hodowli zawiesinowe) Camptotheca
acuminata.

Ciekle perfluorozwiazki korzystnie dodaje si¢ do uktadu hodowlanego na poczatku
hodowli i nastgpnie prowadzi si¢ hodowle znanymi metodami. Mozliwe jest takze dodanie
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Ciekly perfluorozwigzek przed dodaniem do uktadu hodowlanego korzystnie poddaje sie
sterylizacji dowolna metoda, np. metoda termiczng w autoklawie albo na drodze filtracji.

Perfluorozwiazek mozna stosowa¢ w formie czystej lub w formie nasyconej gazem,
takim jak powietrze, tlen, CO,, etylen lub ich mieszaniny. Nasycenie perfluorozwiazkéw
gazami oddechowymi (O,, CO; lub ich mieszaning) pozwala na wzbogacenie atmosfery
gazowe] w naczyniach hodowlanych, co przeklada sie na wyzsze wskazniki przyrostéw i
biomasy oraz zwiekszona morfogeneze (Bach A., Rakoczy-Trojanowska M. (2009). Czynniki
wplywajace na efektywno$¢ regeneracji in vitro. W: Biotechnologia Roslin. Praca zbiorowa
pod red. S. Malepszego, PWN, Warszawa). Zastosowanie etylenu w przydatku wytwarzania
metabolitow wtornych w hodowlach in vitro, np. szikoniny (Touno et al., 2005) i paklitakselu
(Mirjalili N., Linden J. (1996), Methyl jasmonate induced production of taxol in suspension
cultures of Taxus cuspidata: ethylene interaction and induction models. Biotechnology
Progress, 12: 110-118.) wptywa korzystnie na wzrost wydajnosci tych hodowli.

Wyzsza od wody gestos¢ perfluorozwiazkéw oraz ich hydrofobowos$¢ sprawia, ze
wprowadzone do uktadu hodowlanego, ktory stanowi wodna faza pozywki z biomasa danego
typu, tworza osobna faze (faz¢ perfluorowana) na dnie naczynia hodowlanego. Komorki
pozostaja w fazie medium hodowlanego i1 nie przechodza do fazy perfluorowanej, w ktorej
znajduje si¢ rozpuszczony metabolit. Uktad dwufazowy umozliwia szybki rozdzial obu faz, a
rozdzielone fazy moga nastepnie by¢ wykorzystywane w niezalezny sposéb. Metabolit moze
by¢ wydzielony, np. z wykorzystaniem rozpuszczalnika o wiekszym powinowactwie do
metabolitu niz PFC. Perfluorozwiazek, po usunigciu metabolitu, moze by¢ ponownie uzyty w
hodowli, co stwarza mozliwos¢ prowadzenia hodowli w trybie cigglym w sytuacji, gdy
wydzielany przez hodowane komorki roslinne metabolit jest toksyczny. Mozna takze
prowadzi¢ recyrkulacje medium hodowlanego. Powstaje rowniez mozliwos¢ uzycia
toksycznych rozpuszczalnikow do usuwania metabolitow z fazy perfluorowanej, poniewaz
nie maja one bezposredniego kontaktu z ukladem hodowlanym. Oczyszczony ciekty
perfluorozwigzek moze by¢ ponownie wykorzystywany, a toksyczne metabolity lub
toksyczne rozpuszczalniki nie zatruwaja hodowli.

Inertne biologicznie perfluorozwigzki nie maja zadnego negatywnego wplywu na
komorki hodowane] biomasy roslinnej. Zwazywszy ze sktadniki medium hodowlanego nie
rozpuszczaja sie w perfluorozwigzkach, ich dodatek do uktadu hodowlanego nie wptywa na
ilosciowy sklad medium hodowlanego. Usytuowanie fazy perfluorowanej na dnie naczynia
hodowlanego nie ogranicza wymiany masy pomiedzy pozywka a faza gazowa obecng w
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wykorzystywanych w hodowlach in vitro roslinnego materialu biologicznego. Wysoka
lotno$¢ PFC utatwia pdzniejsza analize fazy perfluorowanej zawierajacej metabolit, np.
metoda chromatografii gazowej. Zaobserwowano rowniez, ze ekstrakcja in situ metabolitow
ze $rodowiska hodowli ma pozytywny wplyw na przyrost biomasy hodowanych komoérek,
tkanek 1 organow oraz wydajnos¢ biosyntezy wartoSciowych komercyjnie metabolitow, takich
jak szikonina/alkanina czy paklitaksel.

Wynalazek zostat blizej przedstawiony w przyktadach.

Na Fig. 1 rysunku przedstawiono wyniki pomiarow zawartosci pochodnych szikoniny
(szikonina/alkanina) uzyskanych w prébach pochodzacych z uktadu hodowlanego
z ekstrakcja in situ perfluorodekaling zgodnie z Przyktadem 1 oraz z uktadu kontrolnego (bez
dodatku PFC).

Na Fig. 2 rysunku przedstawiono wyniki pomiaréw zawartosci paklitakselu w korzeniach
uzyskanych w probach pochodzacych z uktadu hodowlanego z ekstrakcjg in situ
perfluorodekaling zgodnie z Przyktadem 2 oraz z uktadu kontrolnego (bez dodatku PFC).

Na Fig. 3 rysunku przedstawiono wyniki pomiaréw zawartosci kwasow fenolowych
uzyskanych w prébach pochodzacych z ukladu hodowlanego =z ekstrakcja in  situ
perfluooktanem zgodnie z Przyktadem 3 oraz z uktadu kontrolnego (bez dodatku PFO).

Na Fig. 4 rysunku przedstawiono wyniki pomiarow zawarto$ci alkaloidow indolowych
uzyskanych w prébach pochodzacych z ukladu hodowlanego =z ekstrakcja in  situ
perfluoorotributyloaming zgodnie z Przykladem 4 oraz z uktadu kontrolnego (bez dodatku
PFTBA). Zawartos¢ alkaloidéw badana byta po 6 pasazu.

Przyktad 1.

Do kolb Erlenmeyera o pojemnosci 250 mlL zaopatrzonych w wewngtrzne przegrody
intensyfikujace mieszanie medium hodowlanego, dodano po 50 mL pozywki MSA
(Davydenkov V.N., Patudin A.V., Popov Y.G., Rabinovitch S.A., Miroshnikov A.I. (1991)
Cell culture of Arneubia euchroma (Royale) Johnst. — novel source of shikonin production.
Him. Farm. Zh. tom 1, 53-55; Syklowska-Baranek K., Pietrosiuk A., Naliwajski M., Kawiak
A., Jeziorek M., Wyderska S., Lojkowska E., Chinou I. (2012) Effect of L-phenylalaninie on
PAL activity and production of naphtoquinone pigments in suspension cultures of Arneubia
euchroma (Royale) Johnst. In Vitro Cellular & Developmental Biology — Plants 5, tom 48,
555-564) oraz po 20 mL jatowej perfluorodekaliny. Po dodaniu do uktadu hodowlanego,
perfluorozwiazki nie mieszaly si¢ z ciekla pozywka tworzac na dnie naczynia odrgbna
warstwe perfluorowang. Hodowle kontrolng stanowit uktad pozbawiony dodatku fazy
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komorek Arnebia euchroma (Royale) Johnst. uzyskanych z 28 dnia hodowli zawiesinowe;.
Naczynia hodowlane umieszczano na wstrzasarce rotacyjnej Infors AG TR-205. Proces
hodowli prowadzono przez 28 dni, w fitotronie (temperatura 25°C), w ciemnosci, przy
zachowaniu statej liczby obrotow wstrzasarki (100 rpm). W celu ilosciowego okreslenia
przyrostu biomasy oraz stezenia szikoniny w medium hodowlanym oraz w hodowane]
biomasie, co 7 dni analizowano trzy losowo wybrane kolby zawierajace uktady hodowlane.
Otrzymana po rozdzieleniu faz perfluorodekaling zawierajaca pochodne szikoniny
poddawano ekstrakcji metanolem. Proces powtarzano dwukrotnie, stosujac na kazde 20 mL
fazy perfluorowanej 100 ml (I etap regeneracji PFC), a nastgpnie 50 ml (II etap regeneracji
PFC) metanolu. Przed ponownym uzyciem, perfluorodekaling 3-krotnie ptukano woda
destylowana w celu usunigcia pozostatosci metanolu.

Uzyskane ekstrakty metanolowe przesagczano na saczku karbowanym a nastepnie
odparowywano w 40 + 1°C na wyparce prozniowej, do uzyskania stalej masy. Suchag
pozostatos¢ rozpuszczano w 500 mikroL. metanolu, a nastgpnie analizowano technika HPLC,
potaczona z analiza widma UV, w celu iloSciowego okreslenia zawartosci szikoniny 1 jej
pochodnych (alkaniny, acetyloszikoniny, izobutyryloszikoniny).

Poréwnanie zawartosci pochodnych szikoniny uzyskanych zgodnie z przykladem oraz w
uktadzie kontrolnym (bez PFD) przedstawiono na Fig. 1

Przyktad 2.

Do kolb Erlenmayera o pojemnosci 250 mL. dodawno po 35 mL pozywki DCR-M (Gupta P.
K., Durzan D. J. (1985) Shoot multiplication from mature trees of Douglas-fir (Pseudotsuga
menziesii) and Sugar pine (Pinus lambertiana). Plant Cell Reports, 4: 177-179 w modyfikacji
Syktowska-Baranek K., Pietrosiuk A., Kokoszka A., Furmanowa M. (2009) Enhancement of
taxane production in hairy root culture of Taxus x media var. Hicksii. Journal of Plant
Physiology, 1666: 1950-1954) oraz po 20 mL jatowej perfluorodekaliny. Po dodaniu do
uktadu hodowlanego, perfluorozwiazki nie mieszaly si¢ z ciekla pozywka tworzac na dnie
naczynia odrebng warstwe perfluorowang. Hodowle kontrolng stanowit uktad pozbawiony
dodatku fazy perfluorowanej. Uktad hodowlany inokulowano 0,7 g S$wiezej masy
wyselekcjonowanych korzeni transgenicznych Taxus x media var. Hicksii uzyskanych z 28
dnia hodowli. W celu zwigkszenia wytwarzania paklitakselu do hodowli dodawano prekursor
L-fenyloalaning (100 uM) 1 elicytor — koronatyne (10 uM). Naczynia hodowlane
umieszczano na wstrzasarce rotacyjne] Infors AG TR-205. Proces hodowli prowadzono
w fitotronie (temperatura 25°C), w ciemnosci, przy zachowaniu statej liczby obrotéw
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paklitakselu w medium hodowlanym oraz w hodowanej biomasie, analizowano trzy losowo
wybrane kolby zawierajace uktady hodowlane po 7 1 14 dniach trwania hodowli.

Otrzymana po rozdzieleniu faz perfluorodekaling zawierajaca paklitaksel poddawano
ekstrakcji metanolem. Proces powtarzano dwukrotnie, stosujac na kazde 20 mL fazy
perfluorowanej 100 mL (I etap regeneracji PFC), a nastepnie 50 ml (II etap regeneracji PFC)
metanolu. Przed ponownym uzyciem, perfluorodekaling 3-krotnie plukano woda destylowana
w celu usuniecia pozostatosci metanolu.

Uzyskane ekstrakty metanolowe odparowywano w 40 + 1 °C na wyparce prozniowej do
uzyskania statej masy. Suchg pozostalos¢ rozpuszczano w 300 mikroLL metanolu a nastepnie
analizowano technika HPLC potaczonej z analizag widma UV w celu iloSciowego okreslenia
zawartosci paklitakselu i innych taksandw.

Poréwnanie zawartosci paklitakselu uzyskanych w uktadzie hodowlanym z perfluorodekaling
zgodnie z przykladem oraz w uktadzie kontrolnym (bez PDF) przedstawiono na Fig. 2.
Przyktad 3.

W pedach, korzeniach naturalnych oraz transgenicznych gatunku Rindera graeca
(Boraginaceae) poszukiwano nastepujacych kwaséw fenolowych: kwasu rozmarynowego,
kwasu litospermowego oraz kwasu litospermowego B.

Material roslinny hodowano w kolbach Erlenmeyera o pojemnosci 250 mL zawierajacych po
50 mL pozywki DCR-M (Gupta P. K., Durzan D. J. (1985) Shoot multiplication from mature
trees of Douglas-fir (Pseudotsuga menziesii) and Sugar pine (Pinus lambertiana). Plant Cell
Reports, 4: 177-179 oraz po 20 mL jalowego perfluorooktanu (PFO). Hodowle kontrolna
stanowit uktad pozbawiony dodatku fazy perfluorowanej. Uktad hodowlany inokulowano
0,5 gswiezej masy pedow lub korzeni.

Naczynia hodowlane zawierajace korzenie umieszczano na wstrzasarce rotacyjnej Infors AG
TR-205. Proces hodowli prowadzono przez 28 dni, w fitotronie (temperatura 25°C), w
ciemnosci przy zachowaniu stalej liczby obrotow wstrzasarki (105 rpm). Przyrost biomasy
oraz zawarto$¢ kwasow fenolowych w medium hodowlanym oraz w hodowanej biomasie
okreslano na koniec okresu hodowlanego. Natomiast hodowle pedéw prowadzono
w fitotronie (temperatura 25°C), na $wietle 12h/12h dzien/noc.

Otrzymany po rozdzieleniu faz perfluorooktan zawierajacy kwasy fenolowe poddawano
ekstrakcji metanolem. Proces powtarzano dwukrotnie, stosujac na kazde 20 mL fazy
perfluorowanej 100 ml. Przed ponownym uzyciem, perfluorooktan 3-krotnie ptukano woda

destylowana w celu usunigcia pozostatosci metanolu.



Uzyskane ekstrakty metanolowe odparowywano w 40 + 1°C na wyparce prozniowej do
uzyskania statej masy.

Zliofilizowane pedy, korzenie naturalne 1 transgeniczne mikronizowano w mozdzierzu
i odwazano po 100 mg do 2 ml probéwek typu Eppendorf. Do kazdej prébki umieszczonej
w proboéwce typu Eppendorf dodawano 1 ml metanolu 1 ekstrahowano w lazni
ultradzwigkowej Sonorex przez 30 min. Po tym czasie proboéwki przenoszono na wytrzasarke
INFORS HT TR-250 i wytrzgsano z predkoscig 105 rpm, w ciemnos$ci w temp. 25 °C + 1°C
przez 12 h. Po zdjeciu z wytrzasarki probowki wirowano w temp. +4°C, przy 18000 rpm
w wirowce typu EBA 12 R przez 15 min. Po odwirowaniu roztwory znad osadow
przenoszono do nowych 2 ml probowek typu Eppendorf. Pozostaly material roslinny
ekstrahowano powtornie 1 ml MEOH w tazni ultradzwigkowej przez 30 min. Po ekstrakcji
probdéwki wirowano w warunkach opisanych powyzej. Supernatanty taczono 1 odparowywano
w urzadzeniu Cooling Trap (Typ: VR-maxi). Pozywki pohodowlane liofilizowano
i poddawano ekstrakcji metanolem wg procedury opisanej wyze;.

Przygotowane probki rozpuszczano w 1500 mikrol metanolu, a nastgpnie analizowano
technika HPLC polaczone] z analiza widma UV w celu ilosciowego okreslenia zawartosci
poszukiwanych kwaséw fenolowych.

Na rysunku 3 przedstawiono wyniki pomiarow zawartosci kwasow fenolowych uzyskanych
w probach pochodzacych z uktadu hodowlanego z ekstrakcjg in situ perfluooktanem oraz
z uktadu kontrolnego (bez dodatku PFO).

Porownanie zawartosci kwasow fenolowych uzyskanych zgodnie z przykladem oraz w
uktadzie kontrolnym (bez PFO) przedstawiono na Fig. 3

Przyktad 4.

Do kolb Erlenmeyera o pojemnosci 300 mL dodawno po 60 mL ptynnej pozywki 2 BS
(Gamborg O.L., Miller R.A., Ojima K. (1968) bez regulatorow wzrostu oraz po 20 mL
jatowej perfluoorotributyloaminy (PFTBA).

Po dodaniu do uktadu hodowlanego, perfluorozwiazki nie mieszaly sie z ciekla pozywka
tworzac na dnie naczynia odrebng warstwe perfluorowang. Hodowle kontrolng stanowit uktad
pozbawiony dodatku fazy perfluorowanej. Uklad hodowlany inokulowano 1 g §wieze] masy
wyselekcjonowanych korzeni transgenicznych Catharanthus roseus uzyskanych z 28 dnia
hodowli. Proces hodowli prowadzono w fitotronie (temperatura 25°C), w ciemnos$ci przy
zachowaniu statej liczby obrotow wstrzasarki (30 rpm). Ilosciowego okreslenia przyrostu
biomasy oraz zawartosci alkaloidow indolowych w medium hodowlanym oraz w hodowane;j

biomasie dokonywano po 28 dniach trwania hodowli.
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Otrzymana po rozdzieleniu faz perfluoorotributyloaming zawierajacg alkaloidy poddawano
ekstrakcji metanolem. Proces powtarzano dwukrotnie, stosujac na kazde 20 mL fazy
perfluorowanej 100 ml metanolu. Przed ponownym uzyciem, perfluoorotributyloaming 3-
krotnie ptukano woda destylowana w celu usunigcia pozostatosci metanolu.

Uzyskane ekstrakty metanolowe odparowywano w 40 + 1 °C na wyparce prozniowej do
uzyskania state] masy. Suchg pozostatos¢ rozpuszczano w 1000 mikroL. metanolu a nastepnie
analizowano technika HPLC potaczonej z analiza widma UV w celu ilosciowego okreslenia
zawartosci johimbiny, ajmalicyny, katarantyny i serepentyny.

Na rysunku 4 przedstawiono wyniki pomiarow zawartosci alkaloidow indolowych
uzyskanych w prébach pochodzacych z ukladu hodowlanego =z ekstrakcja in  situ
perfluoorotributyloaming oraz zukladu kontrolnego (bez dodatku PFTBA). Zawartos¢
alkaloidéw badana byta po 6 pasazu.

Poréwnanie zawartosci alkaloidéw indolowych uzyskanych zgodnie z przykladem oraz w

uktadzie kontrolnym (bez PFTBA) przedstawiono na Fig. 4.



